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MFJflnpF r>F. TRAITEMENT PES CANCERS PAR 

P ^tt a^on D F t ■Arrrvm. DF.S PROTEINES RA5 

La presente invention conceme tine nouvelle methode pour le traitement des 
cancers. Plus particulierement, elle conceme une methode de traitement des cancers 
5 par regulation de l'activite des proteines ras. EUe conceme egalement des vecteurs de 
therapie genique permettant de reguler Tactivite de la proteine ras, ainsi que les 
compositions pharmaceutiques les contenant 

Les produits des genes ras. generalement designes proteines p21 ,. jouent un 
role cle dans le controle de la division cellulaire chez tous les organismes eucaryotes 
10 ou ils ont ete recherches. Certaines modifications specifiques de ces proteines leur font 
perdre leur controle normal et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi. un grand 
nombre de tumeurs humaines ont ete associees a la presence de genes ras modifies. De 
rneme. une surexpression de ces proteines p21 peut conduire a un dereglement de la 
proliferation cellulaire. L'elucidation des differentes fonctions biologiques de ces 
15 proteines p21 dans les cellules, de teur mode de fonctionnement et de leurs 
caracteristiques est par consequent d'un interet majeur pour la comprehension et 
l'approche therapeutique de la cancerogenese. 

Le gene ras est un element cle d'une voie de signalisation tres conservee de la 
levure a l'espece humaine. reliant l'exterieur de la cellule a des effecteurs de la 
20 croissance et de la differenciation cellulaires. Cette voie de signalisation met en jeu un 
certain nombre de composants identifies, et en particulier des recepteurs tyrosine 
kinase, des proteines de liaison intermediaire (GRF, SOS, etc), les proteines ras. puis 
une cascade de kinases comprenant notamment Raf, MEKK, MEK et MAPK. 
Cependant. on ne connait pas encore les effecteurs situes en aval de cette voie de 
25 «ngr"»«»ti,Yn. n est clair que chacun de ces composants constitue une able 
therapeutique potentielle pour le traitement des pathologies impliquant une 
proliferation cellulaire anormale. Ceci est d'autant plus vrai pour les composants situes 
en aval de la voie de signalisation, qui delivrent un message plus specifique. 

La presente invention resulte en partie de la raise en evidence que ks 
30 proteines ETS constituent un mediateur de la transformation ceUulaire mduite par les 
proteines ras. EUe resulte egalement de la mise en evidence qu'il est possible de 
contrecarrer les effets transformants des proteines ras en utilisant des composes 
capable* d'antagoniser l'acuvite des proteines ETS. La presente invention decrit 
egalement des systemes paruouierement efficaces permettant la delivrance in vivo, 


WO 96/10087 


PCT/FR95/01227 


directement dans les tumeurs, de tels composes et ainsi de lutter contre le 
developpement des cancers. La presente invention offre ainsi une nouvelle approche 
particulierement efficace pour le traitement des tumeurs presentant un oncogene ras 
active telles que les tumeurs du poumon non a petites cellules, les carcinomes 
5 pancreatiques et coliques, etc. 

Un premier objet de l'invention reside done dans I'utilisation d'un compose 
capable d'antagoniser l'activite des proteines ETS pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des cancers. 

!0 Plus particulierement, les composes capables d'antagoniser l'activite des 

proteines ETS au sens de la presente invention sont des composes capables d'inhiber 
au moins partiellement la fixation a l'ADN des proteines ETS. De tels composes sont 
preferentiellement des oligonucleotides double-brin correspondant au site de fixation 
des proteines ETS sur l'ADN ou des derives des proteines ETS. 

15 De maniere tout particulierement avantageuse, les composes utilises dans le 

cadre de la presente invention sont des derives des proteines ETS, capables de se lier 
au site de fixation sur l'ADN, mais depourvus de fonction transactivatrice. 

Les proteines ETS forment une famille de facteurs de transcription, e'est-a- 
dire de proteines capables d'interagir avec l'ADN au niveau de sites de fixation 

20 specifiques, et de stimuler la transcription de genes. Les proteines ETS sont des 
proteines de 400 acides amines environ, comportant ptusieurs domaines fonctionnels 
l'un, responsable de la fixation de la proteine sur l'ADN, d'autres, responsables de la 
transactivation. Cette organisation se rencontre dans les proteines ETS humaines, de 
rat, de poulet, etc. 

25 Differents derives des proteines ETS peuvent etre utilises dans le cadre de la 

presente invention. II peut s'agir en particulier de toute molecule obtenue a partir d'un 
proteine ETS par modification(s) de nature genetique et/ou chimique, conservant la 
capacite de se lier au site de fixation sur l'ADN, mais depourvu d'activite 
transactivatrice. Par modification de nature genetique et/ou chimique, on entend toute 

30 mutation, deletion, substitution, addition, et/ou modification d'un ou plusieurs acides 
amines. Comme indique ci-avant, les composes utilises dans le cadre de la presente 
invention possedent avantageusement une ou plusieurs modifications dans la region 
responsable de la transactivation. Avantageusement, ces modifications sont effectuees 
au niveau des residus 1-160 pour PU. 1, 1-374 pour c-Ets-1 et 1-363 pour c-Ets-2. 
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De telles modifications peuvent etre effectuees par exemple par mutagenese 
in vitro, par introduction d'elements additionnels ou de sequences synthetiques, ou par 
des deletions ou des substitutions des elements originels. Lorsqu'un derive tel que 
defini ci-dessus est realise, son activite d'inhibiteur partiel de la fixation des proteines 

5 ETS sur leur site de fixation sur l'ADN peut etre mise en evidence de plusieurs facons, 
comme decrit dans les exemples. Toute technique connue de rhomme de 1'art peut bien 
evidemment etre utilisee a cet effet. 

A titre d'exemples de derives des proteines ETS selon l'invention, on peut 
citer notamment les composes suivants : 

!0 . APU.l, comprenant les residus 160 a 266 de la proteine PU.l de souris, 

correspondant au site de liaison a l'ADN; 

- N70, comprenant les residus 374 a 485 de la proteine c-Ets-1 de poulet, 
contenant le site de liaison a l'ADN; 

- N70-DB, comprenant les residus 374 a 472 de la proteine c-Ets-1 de poulet, 
15 contenant le site de liaison a l'ADN; 

- NM(2), comprenant le site de liaison a l'ADN de la proteine c-Ets-2 (residus 
364 a 479). 

Les sequences nucleotidiques et peptidiques de ces composes sont accessibles 
sur banques de donnees (Databank notamment, numero d'acces X07202 par exemple). 

20 Par ailleurs, de tels derives peuvent comporter des modifications supplementaires au 
niveau notamment du site de liaison a l'ADN, permettant en particulier de reduire la 
taille de la sequence pour faciliter sa penetration cellulaire, d'augmenter son activite 
^inhibition, de cibler sa localisation cellulaire, ou egalement de construire des 
sequences adaptees a l'expression dans un type particulier de vecteur ou d'hote. 

25 Dans le cadre de la presente invention, ces composes derives des proteines 

ETS peuvent etre utilises tels quels ou, avantageusement, sous forme de constructions 
genetiques permettant leur expression in vivo. 

Un mode de realisation particulierement avantageux de la presente invention 
consiste en effet a transferer dans les tumeurs une sequence nucleique codant pour un 
30 derive de proteine ETS tel que defini ci-dessus. Cette approche est particulierement 
adaptee au traitement des cancers presentant un oncogene ras active, tels que les 
carcinomes coliques ou bronchiques par exemple. 

La sequence d'acides nucleiques utilisee dans le cadre de la present invention 
peut etre administree telle quelle, sous forme d'ADN nu selon la technique decrite dans 
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la demande WO 90/11092. Elle peut egalement etre administres sous forme 
complexee, par exemple avec du DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. I (1967) 891), 
avec des proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), avec des lipides 
(Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), sous forme de liposomes (Fraley et al., 
5 J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Preferentieilement, la sequence utilisee dans le 
cadre de I'invention fait partie d'un vecteur. L'emploi d"un tel vecteur permet en effet 
d'ameliorer l'administration de I'acide nucleique dans les cellules a traiter, et egalement 
d'augmenter sa stabilite dans lesdites cellules, ce qui permet d'obtenir un effet 
therapeutique durable. De plus, il est possible d'introduire plusieurs sequences d'acide 
10 nucleique dans un meme vecteur, ce qui augmente egalement l'efficacite du traitement. 

Le veaeur utilise peut etre d'origine diverses, des lors qu'il est capable de 
transformer les cellules animales, de preference les cellules cancereuses humaines. 
Dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, on utilise un vecteur viral, qui 
peut etre choisi parmi les adenovirus, les retrovirus, les virus adeno-associes (AAV) 

15 ou le virus de l'herpes. 

A cet egard, la presente invention a egalement pour objet tout virus 
recombinant comprenant, insere dans son genome, un acide nucleique codant pour un 
compose capable d'antagoniser la fixation sur l'ADN des proteines ETS. Plus 
particulierement, elle conceme tout virus recombinant comprenant une sequence 

20 d'acides nucleique codant pour un derive des ETS capable de se lier a l'ADN mais 
depourvu d'activite transactivatrice. 

Preferentieilement, les virus utilises dans le cadre de I'invention sont defectifs, 
c'est-a-dire qu'ils sont incapables de se repliquer de facon autonome dans la cellule 
infectee. Generalement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la 

25 presente invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a la 
replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees 
(en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres 
sequences et notamment par la sequence codant pour l'inhibiteur des ETS. 
Preferentieilement, le virus defect if conserve neanmoins les sequences de son genome 

30 qui sont necessaires a 1'encapsidation des particuies virales. 

S'agissant plus particulierement d'adenovirus, differents serotypes, dbnt la 
structure et les proprietes varient quelque peu, ont ete caracterises. Parmi ces 
serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la present invention les aden virus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir 
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demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire 
ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, 1'adenovirus d'origine animale est 
5 un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan 
ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 
l'invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus defectifs de l'invention comprenent les ITR, 
une sequence permettant I'encapsidation et la sequence codant pour le modulateur des 
10 calpaines. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de 
l'invention, le gene El et au moins I'un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 
Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
l'homme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, deletion 
partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles 
15 modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de l'ADN isole) ou in situ, par 
exemple, au moyens des techniques du genie genetique, ou encore par traitement au 
moyen d'agents mutagenes. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de l'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
20 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour I'inhibiteur des ETS. La recombinaison 
homologue se produit apres co-transfection desdits adenovinis et plasmide dans une 
lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 
25 transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du genome de 1'adenovirus defectif, de preference sous forme 
integree pour eviter les risques de recombinaison. A litre d'exemple de lignee, on peut 
mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 
36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 
30 genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs 
derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 
etFR 93 08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme iUustre dans les exeraples. 
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Concernant les v,rus adeno-associes (AAV), il s'agit de vims a ADN de taiile 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ik infectent de 
7* 3131,16 61 site - s P* ifi <^- * sent capables d'infeaer un large spectre' de 
cellules, sans induire d'effet sur la enhance, la morphologic ou la differenciation 
5 cellules. Par auleurs, ils ne semb.ent pas Cliques dans des pathologies chez 
Ihomme^ Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (ITR) 
de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation • la 
part.e gauche du genome, qui contient le gene rep imp.ique dans la replication virale et 
lexpress.cn des genes viraux; ia partie droite du genome, qui contient ,e gene cap 
codant pour les proteines de capside du virus. 

^utilisation de vecteurs derives des AAV p 0ur le transfert de genes in vitro et 
in wo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088- WO 93/09239 
• US 4,797,368, US5.I39.941, EP 488 528). Ces demandes decrivent differed 
constructs derivees des AAV. dans lesquel.es les genes rep et/ou cap sont deletes et 
remp laces par un gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules 
en culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene dlnteret. Les AAV 
recombmants defectifs se.on .'invention peuvent etre prepares par co-transfection, dans 
un hgnee cellulaire infectee par un virus auxUiaire humain (par exemp.e un 
adenovirus), dun p.asmide contenant la sequence codant pour Hnhibiteur des ETS 
borde de deux regions repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les 
genes d encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. Les AAV recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concemant les virus de l'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recounts a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et 

I ° 991) 2 ° 3; EP 453242 * EP17822 °- Be ™- « * ^e, Eng. 
7 (1985) 235; McCorrrack, BioTechno.ogy 3 (1985) 689, etc. En particulier les 
retrovarus sont des virus integrals, infectant selectivement les cellules en division lis 
constmient done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le genome des 
retrovrus comprend essentiellement deux LTR, une sequence d'encapsidation et trois 
regtons codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs r«»n*inants derives des 
retrov,rus, les genes gag, pol et env sont generalement deletes, en tout ou en partie, et 
remplaces par une sequence d'acide nucleique heterology dlnteret. Ces vecteurs 
peuvent etre realises a partir de direrents types de retrovirus tels que notamment 1 
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MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV 
("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV 
("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence 

5 d'interet, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et 
ladite sequence d'interet est generalement construit, puis utilise pour transferer une 
lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
retrovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 

10 d'encapsidation ont ete decrites dans l'art anterieur, et notamment la lignee PA3I7 
(US4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que 
des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender et 

15 al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 
avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus recombinant defectif. Ces 
20 vecteurs possedent en effet des proprietes particulierement interessantes pour le 
transfert de genes dans les cellules tumorales. 

Avantageusement, dans les vecteurs de l'invention; la sequence codant pour le 
derive des ETS est placee sous le controle de signaux permettant son expression dans 
25 les cellules tumorales. Preferentiellement, il s'agit de signaux d'expression 
heterologues, e'est-a-dire de signaux differents de ceux naturellement responsables de 
l'expression de l'inhibiteur. n peut s'agir en particulier de sequences responsables de 
l'expression d'autres proteines, ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir 
de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, it peut s'agir de 

30 sequences promotrices issues du genome de la cellule que l'on desire infecter. De 
meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome d«un virus, y compns 
du virus utilise. A cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs EIA, MLP, 
CMV, LTR-RSV, etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees 
par addition de sequences d'activation, de regulation, ou permettant une expression 

35 tissu-specifique. II peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux 


WO 96/10087 


PCT/FR95/01227 


^expression actifs specifiquement ou majoritairement dans les cellules tumorales de 
maniere a ce que la sequence d'ADN ne soil exprimee et ne produise son effet que 
lorsque le virus a effectivement infecte une cellule tumorale. 

Dans un mode particulier de realisation, 1'invention conceme un virus 
i recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour un derive des 
ETS sous le controle d'un promoteur viral, choisi de preference parmi le LTR-RSV et 
• le promoteur CMV. 

Toujours dans un mode prefere, 1'invention concerne un virus recombinant 
defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour un derive des ETS sous le 
controle d'un promoteur permettant une expression majoritaire dans les cellules 
tumorales. 

L'expression est consideree comme majoritaire au sens de 1'invention lorsque 
meme si une expression residuelle est observee dans d'autres types cellulaires, les 
niveaux d'expression sont superieurs dans les cellules tumorales. 

La presente invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs virus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de 1'invention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe dans la tumeur du patient. II peut s'agir en particulier de solutions steriles. 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment Iyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physioiogique, permettent la constitution de 
solutes injectabies. L'injection directe dans la tumeur du patient est avantageuse car 
elle permet de concentrer 1'efFet therapeutique au niveau des tissus affectes. 

Les doses de virus recombinant defectif utiUsees pour l'injection peuvent etre 
adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du vecteur 
viraL du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de la 
duree du traitement recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus recombinants 
selon 1'invention sont formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 
et 1014 pfo/ml, et de preference 10* a 10l0 pfu/nj. terme pfil ( . plaque fonning 
unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 
infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 48 heures, 
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du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu 
d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. Concernant les 
retrovirus, les compositions selon invention peuvent comporter directement les 
cellules productrices, en vue de leur implantation. 
5 Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent etre utilisees 

pour moduler I'activation des proteines p21 et de ce fait pour moduler la proliferation 
de certains types cellulaires. Plus particulierement, ces compositions pharmaceutiques 
sont destinees au traitement de cancers presentant un oncogene ras active. De 
nombreux cancers ont en effet ete associes a la presence de proteines ras 
10 oncogeniques. Parmi les cancers renfermant le plus souvent des genes ras mutes, on 
peut citer notamment les adenocarcinomes du pancreas, dont 90% ont un oncogene 
Ki-ras mute sur le douzieme codon (Almoguera et coll., Cell 5JL (1988) 549), les 
adenocarcinomes du colon et les cancers de la thyroide (50%), ou les carcinomes du 
poumon et les leucemies myeloides (30%, Bos, J.L. Cancer Res. 49. (1989) 4682). 

!5 L'invention a encore pour objet l'utilisation des molecules decrites ci-avant 

pour moduler I'activite des proteines p21. En particulier, l'invention conceme 
l'utilisation de ces molecules pour inhiber au moins partiellement I'activation des 
proteines p21. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
20 exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

TfThnil'"^ f de hioloeie moKcntaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
25 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme. la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol. la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
30 connues de ITiomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual". Cold Spring Harbor 
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Labora.ory. Cold Spring Harbor, N.Y.. 1982; Ausubel P.M. « al (eds) "Curr.„, 
PrcocolsmMotecularBiology.JchnWHey&So^NewYork 1987] 

Us prides de rype pBR322, pUC e. !es phages de la serie MI3 son, 
d ongine commercial (Bethesda Research Laboratories) 

5 ^ ■JZ!T- amam ' les fragmenls d ' ADN p8uvera lm — *- «-U. 

£TT7,r 8618 d ' aearose ou d ' acryla,nide - — - «— ■ « p- - 

1 ADN r Phe "° VC k hl0ro,OmK ' * ''"—I tacubes en presence de 

ADN hgase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur 
0 fra^Jf """^ des 5' P*°*minen,es peu, effectue par ,e 

IZZil d T w rADN ' coli «— > *'°» * 

pec,f,ca.,o„s du fourmsseur. La deletion des ettremi.es 3' pmeminen.es « 
e«ec,uee en prince de 1'ADN Poiymerase du phage T4 (Biolabs) u«lisee selon Z 

effecn.ee par untraiKmem menage par la nuclease SI. 
' a™ « U mUa f ^ Vim> P " "'^^"Cleorides synthetiques peu, 

(1985) 8749-8764] en uulsant le kit disoibue par Amersham 

PCR fp ^ mplifiCa, '° n i e ^ n " ti <l"« * *>W»»o d'ADN par la technique di.e de 
PCR Eolymerase-caulyzed Chain Reaction. Saiki R.K. « al. Science 230 nam 
U50 U54, Mullis K.B. e. Palco, P.A.. Med,. ^ m tt n^ Z 
ere effeouee en utthsan, „ "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selves 
^.ftcauons du fabric*,.. Location d'ADN genomique « reaii^ ^ 
pamcuheremen, dans les conditio*, suivan.es : 5 minu.es a J00-C, 30 cycies d'L 
m,nu,e a ,5'C. 2 minu.es , 58'C puis 3 minu.es a 72X au ^JTJZ 

n6tol U "f^ 0 " *» nucttoudique, peu, ,« ^ ,„ 

methode developpee par Sanger e. a!. (Proc. NaU. Acad. Sci. USA. U (1977) 5463- 
5467] en ufflisan. Ie kit disuibue par Amersham. 

Exempt 

Exemple I Materiel et Methodes 
1.1. Constructions utilisees 

- Le plasmide pBLCAT4(4B) comport n tamme* le domaine a de 
lenhancer du vtrus du poly me, le promoteur de la thymidine kinase et un gene 
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marqueur (le gene CAT). La construction de ce plasmide a ete decrite dans Wasylyk et 
al., Genes Dev., 6, 965-974. Le plasmide pBLCAT4 correspond au plasmide 
pBLCAT4(4B), mais depourvu du domaine a de I'enhancer du virus du polyome. 

- Les constructions suivantes ont ete decrites dans la litterature: N70, NM(2), 
5 DELTA PU. 1 , [NN(P)], N69, N72 (Wasylyk et al., Genes Dev., 6, 965-974 et Cell 
Growth and Differ., 3, 617-625 ); N70-DELTAB(Wasylyk et al.,Eur. J. Biochem., 
21 1, 7-18 et Nucl. Acids Res., 1, 523-529); Gal4, Gal4-VPI6, UAS-CAT (Webster et 
al., Cell, 52, 169-178); pSLJDELTA9Jun (Lloyd et al., Nature, 352, 635-638); pKJ-1 
(Lohnes et al., Cell,, 73, 38 1-393). 

10 1.2. Cultures cellulaires 

Les cellules NIH3T3 transformees par Ras (lignee DT) et leurs cellules meres 
NEH3T3 non transformees (lignee CI 1) sont cultivees sur milieu Dubelco enrichi en 
antibiotiques et 10% de serum de veau foetal. Sauf lorsque cela est specific, les 
transformations cellulaires ont ete effectuees comme suit : 5 plaques de 90mm 

15 contenant des cellules DT sont incubees pendant 20 heures en presence d'un precipiti 
de phosphate de calcium contenant 5ug d'un vecteur d'expression d'un derive Ets, 0,5 
ug de pKJ-1 et 15 ng de pEMBL18 par plaque. Les plaques sont ensuite lavees, de 
nouveau incubees 24 heures avec du milieu frais, puis avec un mileu contenant lmg/ml 
de G41 8 (melange de sulfate de geneticine, GIBCO) jusqu'a apparition des clones. Les 

20 clones sont selectionnes par.enrichissement par adhesion (Lloyd et al., voir ci-dessus), 
cultives en culture en masse et congeles. Les lignees cellulaires sont ensuite propagees 
dans un milieu contenant 500ng/ml puis 300jig/ml de G418. Six lignees cellulaires 
derivees des cellules DT, comportant un plasmide d'expression d'un derive de la 
proteine PU. 1 ont ainsi ete etablies : APU-R1(49PU), APU-R2(481 1), APU-R3(471 1), 

25 APU-R4(5 1 ), APU-R5(46 1 1 ) et APU-R6(52). 

Fxemple 2 : Inhibition de la transformation induite par ras en utilisant des derives de 
deletion des proteines ETS 

30 L'activite inhibitrice des derives de deletion des proteines ETS selon 

l'invention a ete mise en evidence tout d'abord en utilisant la technique de transfection 
transitoire dans les fibroblastes LMTK'. Ces transfections contiennent un plasmide 
d'expression de ras et un plasmide reporteur, pBLCAT4(4B), comprenant notamment 
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le domaine a de l'enhancer du virus du polyome, ie promoteur de la thymidine kinase 
et un gene marqueur (le gene CAT) (Cf exemple 1.1.). Dans ces cellules, I'expression 
de ras stimule la transcription par le domaine a de l'enhancer du virus du polyome. La 
co-expression dans ces cellules de derives des proteines ETS selon I'invention permet 
d'inhiber cette activation par ras. 

Les cellules LMTK" ont ete transferees en presence de phosphate de calcium 
par le plasmide reporteur, pBLCAT4(4B), ou un plasmide temoin depourvu des 
elements de reponse a ras (pBLCAT4); et differentes quantites (quantite totale : 20 
ug) : 

- d'un vecteur d'expression de ras (pRCBx2) 

- d'un vecteur d'expression d'une proteine derivee de ETS selon I'invention, et 

- de plasmide neutre pEMBL18. 

Les cellules sont incubees 36 heures dans un milieu pauvre en serum (0,05% 
SVF) et les extraits cellulaires sont ensuite analyses pour I'expression de l'activite 
CAT. Les activites CAT observees ont ete normalisees par rapport a l'activite obtenue 
dans les cellules transforms par le plasmide pBLCAT4(4B) seulement, arbitrairement 
fixee a 100. Les resultats obtenus sont presentes dans la table 1. lis representent la 
moyenne de 2 a 10 experiences differentes de transfection. 

Les resultats obtenus montrent que la sequence codant pour APU.l est 
capable d'inhiber specifiquement a la fois l'activation du domaine a par ras et l'activite 
constitutive de ras. En revanche, cette sequence n'a aucun effet sur la transactivation 
par un facteur heterologue constitue du site de liaison a I'ADN de GAL4 lie au 
domaine transactivateur de VP16 (GAL4-VP16). Ces resultats demontrent (i) une 
activite d'inhibition tres elevee des sequences selon I'invention et (ii) que cette activite 
d'inhibition est specifique du domaine a et n'est pas liee a un effet non-specifique sur la 
viabilite ou la transcription cellulaires. 

Les resultats obtenus montrent que la meme activite d'inhibition selective est 
observee en utilisant les derives des proteines ETS N70, N70-AB et NM(2). En 
revanche, l'utilisation d'un derive de ETS modifie au niveau du domaine de Iaison a 
l'ADN (N69 comportant les residus 382-485, et N72 comportant les residus 383-485) 
n'a pas d'effet sur l'activation par ras, ce qui confirme bien le caractere specifique de 
l'inhibition observee avec les derives selon I'invention. 
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Fxemple 3 : Les derives de deletion des proteines ETS inhibent la formation de 
colonies en agar, la croissance en milieu pauvre en serum, la densite de saturation et 
I'apoptose. 

L'activite des constructions selon l'invention sur la voie de signalisation par 
ras a ete confirmee par etude de leur efifet sur la formation de colonies, la croissance 
en milieu pauvre en serum, la densite de saturation et I'apoptose. 

1 . Formation de colonies 

Pour cela, 10 4 cellules (cellules Cll, DT, et lignees APU etablies) ont ete 
ensemencees dans 0,75% d'agar dans des plaques multipuits Falcon, diametre des puits 
: 3,5cm), selon la technique decrite par Wharton et Smith (In R.Baserga (ed), "Cell 
Growth and Division"; IRL Press, Oxford, 1989, pi 39). Le nombre de colonies 
formees et le nombre de cellules par colonie (taille des colonies) ont ete determines 8 
jours apres. Chaque valeur donnee correspond a une moyenne de quatre experiences 
realisees en double. Les resultats obtenus sont presentes sur la table 2. 

Les resultats montrent que les cellules DT (transformers par ras) forment des 
colonies beaucoup plus importantes que les cellules Cll (non transformees par ras). 
Ce tableau montre egalement que les lignees APU ne donnent que quelques colonies 
de petites tailles, ce qui montre bien que, dans ces lignees, l'activite transformante de 
ras est inhibee. 

2. Croissance en milieu pauvre en serum et densite de saturation 

Par ailleurs, cette experience a permis de montrer que les cellules CI 1 (non 
transformees par ras) sont plus sensibles que les cellules DT aux faibles concentrations 
en serum : elles poussent plus lentement et leur croissance s'arrete a des densites de 
saturation bien inferieures en raison d'inhibitions de contact. Cette experience a permis 
de montrer que les cellules des lignees APU poussaient egalement beaucoup plus 
lentement que les cellules DT, et atteignaient la saturation a des densites bien 
inferieures; Ces resultats confirment que les lignees APU se component comme la 
lignee non transforms par ras, et sont done capables de reverter les effets de ras. 

3. Apoptose 

L'eflfet de ras et des composes de l'invention sur la mort cellulaire par 
apoptose a ete etudie en cultivant 105 cellules sur des plaques de 90mm dans les 
conditions decrites dans l'exemple 1.2. A differents temps, une plaque a ete utilisee 
pour compter le nombre de cellules viables et 2 plaques pour isoler l'ADN cellulaire et 
analyser son profil selon la technique decrite par Debbas et al. (Genes & Dev. 7 (1993) 
546). II a ainsi ete observe que les cellules CI 1 (non transf rrnees par ras) arretent de 
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pousser a confluence mais restent viables, tant dis que les cellules DT meurent par 
apoptose. En particulier, une degradation de I'ADN des cellules DT caracteristique de 
l'apoptose a pu etre observee, detectable meme avant la diminution du nombre de 
cellules. Cette experience a egalement permis de montrer (i) que l'ADN des cellules 
5 Cll ne presente pas le profil de degradation caracteristique de l'apoptose bien que, 
dans quelques cas, une certaine degradation soit observee; (ii) que l'ADN des cellules 
APU-R1 et APU-R2 ne presente aucune degradation du type observe dans l'apoptose 
et (iii) une certaine degradation est observee pour les lignees APU-R3-6, mais bien 
plus tard que pour les cellules DT. 
10 Ces resultats confirment bien que les lignees APU presentent les 

caracteristiques de la cellule CI 1 non transformee, tant du point de vue de la formation 
de colonies, de la croissance en milieu pauvre en serum, de la densite de saturation que 
de l'apoptose, ce qui demontre bien que l'expression in vivo des derives ETS selon 
I'invention est capable de reverter le phenotype transformant induit par ras. 

15 

Exempte 4 : Les derives de deletion des proteines ETS inhibent la formation de 
tumeurs dans les souris "nude". 

Cet exemple demontre l'activite inhibitrice des proteines ETS selon I'invention 
sur la formation de tumeurs in vivo. Pour cela, 10 6 cellules (cellules Cll, DT, et 

20 lignees APU etablies) fraichement decongelees ont ete cultivees en milieu Dulbecco 
supplement*: de 10% SVF, trypsinisees puis utilisees pour l'injection. Les cellules ont 
ainsi ete injectees (10 6 /100ul PBS) sous la peau, de chaque cote du dos de 2 souris 
"nude". Le diametre des tumeurs formees a ensuite ete mesure a I'aide de calipers aux 
jours 3, 6 et 8. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 3. Chaque valeur 

25 represente la moyenne obtenue pour chaque souris. 

Les resultats obtenus montrent que les cellules DT (transformees par ras) 
ferment des tumeurs dans les souris nude qui sont clairement detectables 3 jours apres 
l'injection. Au contraire, les cellules non transformees (Cll) n'induisent aucune tumeur 
detectable. Ces resultats montrent aussi que les lignees APU ont, par rapport aux 

30 cellules DT, un effet tumorigene nettement diminue, voire supprime. Ainsi, les lignees 
APU-R1, APU-R2 et APU-R6 n'entrainent la formation d'aucune tumeur (au jour 3). 
Par ailleurs, les lignees APU-R3, APU-R4 et APU-R5 induisent l'apparition plus lente 
de tumeurs de plus petite taille, indiquant que dans ces cellules egalement, ractrvite 
transformante de ras a ete inhibee au moins en partie. 
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Ces resultats montrent done clairement que les composes selon l'invention 
presentent in vivo des proprietes antitumorales importantes. 

F.xemple 5 : Effets inhibiteurs de derives de deletion des proteines c-ETS-1 et c-ETS- 
5 2. 

Cet exemple montre que l'activite mise en evidence dans Ie cadre de la 
presente invention n'est pas limitee aux derives de PU, mais existe aussi pour des 
derives d'autre proteines de la famille des ETS. 

Six clones independants correspondant a chaque derive d'ETS suivants ont 

10 ete etablis selon le protocole decrit dans l'exemple 1.2. : APU, N70, N70-A et NM(2). 
Ces clones ont ensuite ete cultives en culture de masse, selectionnes, et analyses pour 
differents criteres de reversion du phenotype ras transform* comme decrit dans les 
exemples 2 a 4 : ADN integre, activite de liaison de 1'ADN, niveaux de proteine ras, 
formation de colonies en soft agar, croissance en milieu pauvre en serum, niveaux 

15 d'ARN de la cathepsine L. Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 4. Les 
valeurs donnees sont la moyenne des experiences realisees. Les resultats presentes 
dans le tableau 4 montrent que les differentes lignees cellulaires contiennent de I'ADN 
integre et expriment une proteine capable de Her les motifs ETS. Ces lignees ne 
forment que peu de colonies en soft agar, presentent un temps de doublement reduit en 

20 milieu pauvre en serum, s'arretent de pousser a une densite de saturation faible, et ont 
des niveaux de cathepsine intacts. Ces resultats confirment clairemen que le phenotype 
ras peut etre reverse selon l'invention par des derives d'ETS de differentes origines. 

Exemple 6 : Construction d'un adenovirus recombinant exprimant un derive de 
deletion des proteines ETS. 

25 Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant comportant 

une sequence d'acides nucleiques codant pour un derive des proteines ETS selon 
l'invention. Cet adenovirus est construit par recombinaison homologue entre 
l'adenovims defectif Ad-dll324 et un plasmide portant la sequence codant pour Iedit 
derive plasmide pAPU.l. 

30 4. 1 . Construction du plasmide pAPU.l 

Le plasmide pAPU. 1 comporte la sequence codant pour le derive de deletion 
de ia proteine PU.l sous le controle du promoteur LTR-RSV, ainsi que des regions 
de 1'adenovirus permettant la recombinaison homologue. II est construit par insertion 
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de la sequence codam pour APU.l dans le plasmide pAd.RSV(3gal. Le plasmide 
pAd.RSVpGal contient, dans l'orientation 5'->3', 

- le fragment PvuII correspondant a 1'extremite gauche de I'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR, 1'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

5 l'amplif icateur E1A; 

- le gene codant pour la p-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 
(du virus du sarcome de Rous), 

- un second fragment du genome de I'adenovirus Ad5. qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSV(3Gal et I'adenovirus dl324 Le 

0 plasmide P Ad.RSVf3Gal a ete decrit par Stratford-Perricaudet et al. a Clin Invest 
90 (1992) 626). 


4.2. Construction de I'adenovirus recombinant 

Le vecteur decrit en 4:1. est linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportam en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et El IB) d'adenovirus. 

Plus precisement. I'adenovirus recombinant est obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre I'adenovirus mutant Ad-dll324 (Thimmappaya et al. Cell 
31 (1982) 543) et le vecteur decrit dans l'exemple 4.1.. selon le protocole suivam • le 
plasmide pAPU.l et I'adenovirus Ad-dU324 ; linearise par I'enzyme Clal. sont co- 
transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes sont ensuite 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement. l'ADN de I'adenovirus 
recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293. ce qui conduit a un surnageant 
de culture contenant I'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un litre 
d'environ 1 0 1 0 pf u/ml. 

Les particules virales sont purifiees par centrifugation sur gradient de 
chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al.. 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus obtenu peut etre conserve a -80°C dans 20 % 
de glycerol. 

Exem P |e 7 Construction d'un retrovirus recombinant exprimant un derive de deletion 
des proteines ETS. 

Cet exemple decrit la construction d'un retrovirus recombinant comportant 
une sequence d'acides nucleiques codant pour un derive des proteines ETS selon 
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Invention. Ce retrovirus comporte en outre une sequence de bloquage de la 
transcription permettant de prevenir la toxicite eventuelle du derive de deletion ETS 
sur la croissance de la lignee d'encapsidation utilisee. 

Le retrovirus recombinant est construit a partir du plasmide pnlsLacZ RT 
decrit par Tchenio et al (J. Virol. 66 (1992) 1571) par substitution du gene nlsLacZ 
par la sequence codant pour le derive de deletion de la proteine PU.l. Le plasmide 
ainsi obtenu comprend essentiellement les elements suivants : 

- Les LTR du retrovirus MoMLV; 

- La sequence d'encapsidation incluant une partie du gene gag du retrovirus 
MoMLV: et, 

- Une cassette ^expression du derive de PU.l comportant la sequence 
codante sous le controle du promoteur du gene de la thymidine kinase du virus HSV 
separes par une sequence de bloquage de la transcription (site de polyadenylation du 
virus SV40) flanquee d'un site accepteur et d'un site donneur d'epissage. 

Ce plasmide est ensuite utilise pour generer les retrovirus recombinants 
correspondants par transfection. en presence de phosphate de calcium, dans les 
cellules d'encapsidation GP+envAm-12. Les retrovirus recombinants ainsi produits 
sont ensuite isoles du milieu de culture, purifies puis conserves en vue de leur 
utilisation. II est egalement possible d'utiliser directement les lignees d'encapsidation 
transfectees (lignees productrices) sous forme d'implants. 
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10 


15 


20 


25 


30 


SOFT AGAR | 

COLONY SIZE 1 

600-1000 
600-1000 
50- 150 

50- 150 

50- 300 
100- 200 

50- 200 
100- 200 

50- 200 

NUMBER OF COLONIES 

450 - 550 
500 - 600 
4-10 

2-4 
100-150 
5-12 
10- 20 
50- 60 
60- 75 



DT 

DT-neo 
C11 

APU-R1 
APU-R2 
APU-R3 
APU-R4 
APU-R5 
APU-R6 


CONTROLS 

APU.1 


S3NH 1130 
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REVINDICATIONS 

1 Utilisation d'un compose capable d'antagoniser I'activite des proteines ETS 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des 


cancers. 


5 2. Utilisation selon la revendication I d'un compose capable d-inhiber au 

moms partiellement la fixation a l'ADN des proteines ETS. 

3. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le compose est 
un derive des proteines ETS. 

4. Utilisation selon la revendication 2 ou 3 caracterisee en ce que le compose 
10 est un derive des proteines ETS capable de se lier au site de fixation sur l'ADN, mais 

depourvu de fonction transactivatrice. 

5. Utilisation selon la revendication 3 ou 4 caracterisee en ce que le compose 
derive des proteines ETS par mutation et/ou deletion. 

6. Utilisation selon la revendication 5 caracterisee en ce que le compose 
15 derive des proteines ETS par mutation et/ou deletion dans la region transactivatrice. 

7. Utilisation selon l'une des revendications 3 a 6 caracterisee en ce que le 
compose est choisi parmi APU. 1 , N70, N70-DB, et NM(2). 

8. Utilisation d'une sequence nucleique codant pour un derive des proteines 
ETS capable d'antagoniser I'activite des proteines ETS pour la preparation d'une 

20 composition pharmaceutique destinee au traitement des cancers. 

9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que I'acide nucleique 
est utilise sous forme complexee avec du DEAE-dextran, avec des proteines 
nucleates, ou avec des lipides ou polymeres cationiques, sous forme de liposomes ou 
encore tel quel. 

25 10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que I'acide 

nucleique fait partie d'un vecteur. 
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11. Utilisation selon la revendication 10 caracterisee en ce que Tacide 
nucleique fait partie d'un vecteur viral, choisi parmi les adenovirus, les retrovirus et les 
virus adeno-associes. 

12. Vecteur viral comprenant une sequence d'acide nucleique codant pour un 
5 compose capable d'inhiber au moins partiellement la fixation sur l'ADN des proteines 

ETS. 

13. Vecteur viral selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il est choisi 
parmi les adenovirus, les retrovirus et les virus adeno-associes. 

14. Vecteur viral selon l'une des revendications 12 ou 13 caracterise en ce 
10 qu'il comprend une sequence codant pour un derive des proteines ETS capable de se 

lier au site de fixation sur l'ADN, mais depourvu de fonction transactivatrice. 

15. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour un derive des proteines ETS capable de se lier au site de fixation sur l'ADN, mais 

15 depourvu de fonction transactivatrice, sous le controle d'un promoteur viral. 

16. Virus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour un derive des proteines ETS capable de se lier au site de fixation sur l'ADN, mais 
depourvu de fonction transactivatrice, sous le controle d'un promoteur permettant une 

20 expression majoritaire dans les cellules tumorales. 

17. Virus recombinant defectif selon les revendications 15 ou 16 caracterise 
en ce qu'il s'agit d'un adenovirus ou d'un retrovirus. 

18. Composition pharmaceutique comprenant une sequence d'acides 
25 nucleiques codant pour un derive des proteines ETS capable de se lier au site de 

fixation sur l'ADN, mais depourvu de fonction transactivatrice. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 18 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vecteur viral selon l'une des revendications 12 417. 

20. Composition selon la revendication 17 formulee en vue d'une 
30 administration intra-tumorale. 
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